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Background/Aims: Production of interleukin-8 (IL-8) by gastric epithelial cells may play an impor
tant role in H. pylori-induced mucosal injury. The aim of this study was to evaluate physico-chemica
factors and signal pathway regulating H. pylori-induced IL-8 production. Methods: Various physica
and chemical pretreatments of H. pylori were performed before the stimulation of gastric epithelia
cells such as AGS and KATO III. After pretreatment with protein kinase inhibitors, the production
of IL-8 mRNA and protein were analyzed by reverse transcription-polymerase chain reaction and
enzyme linked immunosorbent assay, respectively. To evaluate the possible synergism of tumor ne
crosis factor (TNF) secreted by epithelial cells, the pretreatment with anti-TNF blocking antibody was
performed. Results: Significant decrease in IL-8 production was noted when H. pylori was pretreated
with various physical and chemical methods. H89 (10 μM) and calyculin A (25 nM) had no effec
on IL-8 production, while staurosporin (1 μM), herbimycin A (40 nM) or genistein (250 μM
significantly inhibited the IL-8 production by epithelial cells. The IL-8 production induced by TNF
and H. pylori was also inhibited by protein tyrosine kinase (PTK) inhibitors and protein kinase C
(PKC) inhibitors. Anti-TNF antibody showed no significant effect on the H. pylori-induced IL-8
production. Conclusions: A live bacterium adhering to epithelial cell induces IL-8 production by
epithelial cells. Two different protein kinases (PTK and PKC) may be involved in H. pylori-induced
IL-8 production of epithelial cells. (Kor J Gastroenterol 1999;33:601 - 614)
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Helicobacter pylori (H. pylori)는 만성 B형 위염의
원인균이며 최근 위·십이지장궤양의 일차적 발병
원인으로 주목받고 있다.1 그러나 H. pylori에 의한
위염 및 소화성 궤양의 병인기전은 잘 알려져 있지
않다. H. pylori 균이 세포 독성 물질을 직접적으로
분비하여 위점막의 점액을 변성시키고 상피세포의
손상을 일으킨다는 주장과2,3 H. pylori가 여러 급만
성 염증세포들을 유도하며 모여진 염증세포가 위 십
이지장의 점막 손상에 관여한다는 이론 등4,5이 가설
로 제시되고 있다.
H. pylori 감염은 조직학적으로 위점막층에 호중
구 및 단핵구의 침윤을 특징으로 하고 있으며 이런
염증세포의 침윤이 점막의 손상 및 궤양 형성에 중
요한 인자로 작용하리라 생각되고 있다.6 한편 H.
pylori에 감염된 생체 위점막 조직에서 tumor necro-
sis factor alpha (TNFα), interleukin-6 (IL-6), inter-
leukin-8 (IL-8) 등 몇 가지 사이토카인이 발현된다는
사실이 밝혀졌으며,7 실험실에서 H. pylori로 자극시
킨 위암세포주에서도 IL-8 등 여러 사이토카인의 생
산이 보고되었다.8-12 또한 H. pylori는 여러 종류의
세포주 중 주로 위암세포주에 선택적으로 IL-8의 생
산을 유도하는 특성을 가져 선택적으로 위점막에 친
화도를 가지고 있음을 시사한다.9,11
H. pylori의 배양 상층액, 열처리 세균, 초음파 분
쇄물(sonificate) 등은 상피세포에서 효율적인 IL-8의
생산을 유도하지 못하는 것으로 알려져 있으며13 전
자현미경으로 관찰되는 H. pylori와 상피세포 간의
adhesion pedestal14의 소견으로 미루어 살아있는 H.
pylori와 상피세포 간의 직접적인 접촉이 IL-8 생산
에 유효한 요소라고 생각하고 있다. 그러나 살아있
는 H. pylori뿐 아니라 H. pylori로부터 추출된 lipo-
polysaccharide (LPS), 수용성 표면단백(water extrac-
table surface protein), 요소분해효소(urease) 등으로
상피세포를 자극시켰을 때에 IL-1, TNF 및 IL-8 등
의 사이토카인이 생산되었다는 상반된 보고도 있
다.15
IL-8을 비롯한 여러 사이토카인은 호중구의 침윤
을 특징으로 하는 몇 가지 염증성 및 감염성 질환의
병인에 관여하는 것으로 알려지고 있으며, 이는 숙
주와 박테리아 간에 일차적으로 접촉하는 상피세포
가 이러한 병인의 기반이 될 수 있다는 점에서 관심
을 끌고 있다.16,17 H. pylori 감염 시 호중구와 단핵
구 등이 모여지면 protease, elastase 또는 활성산소
라디칼18 등이 분비 또는 생성되어 조직 손상이 유
발된다. 그러나 IL-8 생산을 유도하는 기존의 신호
전달 체계에 관한 연구는 대부분 단핵 거식세포에
서 이루어졌으며 H. pylori 감염 시 상피세포의 IL-8
의 생산에 관여하는 세포 내 신호 전달 체계에 관해
서는 연구 보고가 드문 실정이다. 이에 연구자는 위
암세포주를 H. pylori로 자극시켰을 때 자극 시간과
농도에 따른 IL-8 생산 양상 및 H. pylori를 여러 가
지 물리적 또는 화학적 방법으로 처리한 뒤 상피세
포의 IL-8 생산의 변화를 조사하고 세포 내 신호 전
달 경로에 관여하는 것으로 알려진 몇 가지 대표적
kinase인 protein tyrosine kinase (PTK), protein
kinase C (PKC), protein kinase A (PKA)와 protein
phosphatase 에 대한 억제제(inhibitor)를 이용하여
H. pylori에 의한 상피세포의 IL-8의 생산에 관여하
는 신호 전달의 개괄적인 경로를 살펴봄으로써 IL-8
생산 반응과 세포 내 신호 전달 경로의 특성을 이해
하고자 하였다.
대상 및 방법
1. 위암세포주 및 H. py lori
1) 위암세포주의 배양 및 준비
위암세포주인 KATO III (European Collection of
Animal Cell Cultures, Salisburry, Wilts, U.K.)와 AGS
(ATCC CRL 1739; American Type Culture Collec-
tion, Rockville, MD, U.S.A.)를 100 g/ml penicillin-
streptomycin과 10% 열 비활성화 우태아혈청(fetal
bovine serum; FBS, GibcoBRL, Grand Island, NY,
U.S.A)이 포함된 RPMI 1640 배지8에서 5% CO2, 37
℃로 배양하였다. IL-8 단백 생산과 IL-8 mRNA를
측정하기 위해서 위암세포를 24 well plate (Falcon,
Becton Dickinson, Franklin lake, NJ, U.S.A.)에 투여
한 후 밤새 배양하여 안정시켰다. H. pylori의 자극
이용찬 외 5인. Helicobacter pylori에 의한 Interleukin-8 생산의 조절 603
실험 전에는 항균제(penicillin-streptomycin)가 포함
되어 있지 않은 배지로 세포주를 2회 세척한 후 안
정시켜 이용하였다.
2) H. py lori의 배양 및 준비
Cytotoxin/cagA 양성 표준 균주로 ATCC 43504
(NCTC 11637)를 이용하였다. H. pylori의 배양을 위
하여 비선택 배지로 혈액한천배지를, 선택 배지로
brain heart infusion agar (Oxoid)를 기초 배지로 하
여 7% sheep blood, 1% IsoVitaleX (BBL, Becton
Dickinson), 6 mg/L vancomycin, 20 mg/L nalidixic
acid 및 2 mg/L amphotericin-B 를 첨가한 것과 7%
sheep blood, 10 mg/L vancomycin, 5 mg/L trime-
thoprim lactate, 5 mg/L cefosulodin 및 5 mg/L am
photericin B 를 첨가한 것을 이용하였다.
접종 후 37℃의 미세호기성 조건에서 3-5일간 배
양하여 균을 분리하였다. 세균 동정 후 균의 계대 배
양 횟수가 10회를 넘지 않는 범위 내에서 H. pylori
를 대량으로 배양하였다. 균은 10 mM phosphate
buffered saline (PBS; pH 7.4)에 MacFarland number
3 (9×108/ml)의 농도로 적정한 후 10%의 FBS를 첨
가하고 액체 질소 탱크 또는 영하 70℃ 냉장고에 보
관하여 2개월 이내에 실험에 사용하였다.
2. 위암세포주에 대한 H. py lori와 T NFα
자극 효과
위암세포주를 24 well plate에 well 당 0.5 ml (1×
106/ml)씩 투여하여 밤새 배양하여 안정시킨 뒤 각
well에 일정한 농도로 희석한 H. pylori 적정액을 0.5
ml씩 가한 뒤 37℃, 5% CO2에서 배양하였다. 시간
반응을 조사하기 위하여 시간을 0분, 1분, 5분, 15분,
30분, 60분, 120분, 240분, 300분으로 증가시키면서
H. pylori를 세포주에 자극시켰다(H. pylori: cell=
500:1). H. pylori와 세포 수의 비에 따른 위암세포주
의 IL-8 단백 생산의 변화를 조사하기 위하여 H.
pylori와 위암세포 수의 비를 1:1에서부터 1000:1까
지 증가하면서 2시간 자극시켰다. TNFα자극에 대
한 용량 반응을 조사하기 위하여 TNFα (Recom-
binant human TNFα, R&D system, Minneapolis,
MN, U.S.A.)를 0.01 unit/ml에서 100 unit/ml까지 농
도를 변화시켜 가면서 위암세포주에 2시간 반응시
켰다. 또한 알려진 IL-8 stimulant인 phorbol my-
ristate acetate (PMA)(Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)
로 위암세포주를 자극하여 IL-8 mRNA 및 IL-8 단
백의 생산을 비교하였다.
3. 역전사 중합효소 연쇄반응(r evers e t rans -
cr ipt ion- polymerase chain react ion ;
RT - P CR)
1) RNA 추출 및 역전사반응
H. pylori 또는 TNFα로 자극시킨 배양 세포의
RNA는 Chomczynski와 Sacchi19의 방법을 응용한 상
업적 키트인 RNA PremateTM (Bioneer, Seoul)를 이
용하여 추출하였다. 추출한 2 g의 RNA를 0.1 mg의
oligo (dT)15와 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCl2, 각각 200 mM씩의 dATP,
dCTP, dGTP 및 dTTP, 15 unit RNAse inhibitor, 20
unit RNase free moloney murine leukemia virus re-
verse transcriptase (Bethesda Research Laboratories,
Gaithersburg, MD, U.S.A.)에 넣어 20 ml의 용액으로
만든 후 57℃에서 10분, 42℃에서 1시간, 94℃에서 5
분간 반응시켜 상보 DNA (complimentary DNA;
cDNA)를 만들었다.
2) 중합효소 연쇄반응(polymeras e chain reac-
t ion ; P CR)
만들어진 cDNA를 최종 농도가 20 pM의 primer,
300 mM의 dNTP 및 0.5 U의 Taq polymerase (Per
kin-Elmer Cetus, Emerville, CA, U.S.A.)가 포함되어
있는 반응액(Premix-RT/PCR™kit, Bioneer, Seoul)이
들어있는 완충액(10 mM Tris-HCl; pH 8.3, 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.001% gelatin)에 가하여서
DNA thermal cycler (Perkin Elmer 9600)로 증폭하
였다. 증폭 프로그램은 95℃에서 1분간 denaturation
시키고, 72℃에서 2분간 annealing과 extension이 일
어나도록 하여 30회 시행하였다. 음성 대조군으로는
cDNA 합성 과정에서 RNA 대신 증류수를 넣어 사
용하였다. IL-8의 primer는 5' ATGACTTCCAAGCT-
GGCCGTGGC3' , 5' CTCAGCCCTCTTCAA-AAAC-
TTCTC 3'를 이용하였다.8 실험 대조로 β-actin에 대
604 The Korean Journal of Gastroenterology : Vol. 33, No. 5, 1999
한 PCR을 동시에 시행하였다. RT-PCR이 끝난 후
증폭 산물을 1.5% agarose gel (FMC Bioproducts,
Rockland, ME, U.S.A.)에 전기영동한 뒤 ethidium
bromide로 확인하였으며 densitometry를 이용하여
반정량적인 방법으로 β-actin 띠(band)에 대한 IL-8
띠의 밀도를 비교하였다.
4. IL- 8 단백의 측정
세포 배양 상층액의 IL-8은 효소면역법(ELISA)으
로 측정하였다. 요약하면 96 well의 microtitier plate
(Costar, Cambridge, MA, U.S.A.)에 borate buffered
saline (1.03% H3PO4, 0.73% NaCl; BBS)로 200배
희석한 goat anti-human IL-8 polyclonal immunoglo-
bulin G (pAb) (R&D System, Minneapolis, MN,
U.S.A.)를 well당 100 μl씩 넣고 밤새 부착시킨 후
10 mM PBS (pH 7.4)/0.05% (v/v) Tween 20으로 3
회 세척하였다. 0.5% BSA/PBS로 비특이성 반응을
차단한 후 측정하고자 하는 반응 배지액과 표준 용
액(rhIL-8, R&D system)을 가하고 실온에서 2시간
자극시켰다. PBS/Tween으로 3회 세척한 후 0.5%
BSA/PBS로 400배 희석한 rabbit anti-human IL-8
pAb (Endogen, Cambridge, MA, U.S.A.)를 well 당
100 μl씩 가하고 실온에서 2시간 반응시켰다. PBS/
Tween으로 3회 세척한 후 alkaline phosphatase가
conjugate 되어 있는 goat anti-rabbit IgG Ab (Jack-
son Laboratories, Avondale, PA, U.S.A.)의 1000배
희석액 100 μl를 가하여 30분간 반응시켰다. PBS/
Tween으로 3회, Tris/NaCl으로 3회 세척한 후 기질
로는 1 mg/ml disodium p-nitrophenyl phosphate (Life
Technologies, Gaithersburg, MD, U.S.A.)를 가하고
15분간 반응시킨 후 증폭제(3% 2-propanol, 1 mM
iodonitrotetrazolium violet, 75 mg/ml, alcohol dehy-
drogenase 및 50 g/ml diaphorase; Life Technologies)
를 가하고 10분 후 ELISA 판독기로 492 nm에서
O.D.를 측정하였다.
5. H. py lori의 물리화학적 처리에 따른 IL- 8
생산의 변화
배양된 H. pylori를 원심분리한 뒤 다시 PBS에 부
유시킨 후(5×108/ml) 다음과 같이 물리화학적 처리
를 시행하였다. 즉, 0.5% formaldehyde을 가한뒤
4℃에서 밤새 배양하거나, 100℃에서 10분간 가열
하거나 또는 4℃에서 밤새 배양하였다. 처리된 H.
pylori는 다시 원심분리하여 PBS에 부유시켰다. 준
비된 위암세포주(5×105/ml)가 포함되어 있는 배양
액에 물리화학적으로 처리된 H. pylori를 가하여 3
시간 반응시킨 후 배양 상층액의 IL-8을 ELISA법으
로 측정하였다. 또한 H. pylori와 세포 간의 직접적
인 접촉이 IL-8 생산에 필요한지를 검사하기 위하여
cell culture insert (0.4 μm pore size, P.E.T.
track-etched membrane; Falcon, MN, U.S.A.)를 이용
하여 위 상피 세포와 H. pylori간의 직접적인 접촉을
차단한 상태에서 상피세포를 자극하는 상태에서 역
시 배양 상층액의 IL-8을 측정하였다.
6. P rot ein k in as e 및 prot ein phosphatas e
억제제의 영향
Protein kinase 및 protein phosphatase 억제제를 이
용한 신호 전달 경로의 차단이 H. pylori에 의한 위
암세포주의 IL-8 생산에 미치는 영향을 알아보고
TNFα에 의한 IL-8 생산의 신호 전달 경로와 비교하
기 위하여 자극 15분 전 5×105/ml의 위암세포주 배
양액에 1 mM cycloheximide (Sigma), protein tyro-
sine kinase (PTK)의 억제제로 40 nM herbimycin A
(CalBiochem, San Diego, CA, U.S.A.), 250 μM
genistein (Sigma), protein kinase C (PKC)의 억제제
로 1 μM staurosporin (Sigma), protein kinse A (PKA)
의 억제제로 25 nM calyculin A (CalBiochem), pro-
tein phosphatase 억제제로 10 μM H89 (CalBiochem)
를 각각 전처치한 후 108/ml의 H. pylori와 10 unit/ml
의 TNFα를 각각 넣고 2시간 자극시켰다. 억제제의
농도 변화에 따른 배양 상층액의 IL-8 생산을 ELISA
법으로 측정하였으며 IL-8 mRNA의 발현을 RT-
PCR로 확인하였다.
7. 항 T NFα 항체 전처치의 효과
H. pylori 자극 시 IL-8 외에도 TNFα등 위암세포
주에 의해 생산된 다른 사이토카인이 다시 세포주를
자극하여 IL-8 생산을 유도할 가능성을 확인하기 위
하여 여러 가지 농도의 항 TNFα항체로 전처치 후
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H. pylori에 의한 위암세포주의 IL-8 생산을 조사하
였다. 각각 0.005, 0.05, 0.5, 5 및 10 g/ml의 항 TNF
α항체(anti-human TNFαmonoclonal antibody, R&
D System)를 자극하기 15분 전 세포 배양액에 전처
치한 뒤 H. pylori (H. pylori: cell=500:1)나 10
unit/ml의 TNFα로 자극시킨 후 배양 상층액의 IL-8
생산을 조사하였다.
결 과
1. 위암세포주의 IL- 8 m RNA 발현
위암세포주(AGS)를 H. pylori (H. pylori: cell=
500:1)로 자극시킨 뒤, 발현되는 IL-8 mRNA를 RT-
PCR 방법으로 조사하였다. H. pylori로 자극시키지
않은 세포주에서도 소량의 IL-8 mRNA 발현을 관찰
할 수 있었으나, H. pylori를 자극시켰을 때 세포주
의 IL-8 mRNA 발현이 유의하게 증가하였다. 10
unit/ml의 TNFα와 1 M의 PMA로 자극시킨 경우에
도 H. pylori와 마찬가지로 유의하게 증가된 IL-8
mRNA 발현을 확인할 수 있었다(Fig. 1).
2. H. py lori에 의한 위암세포주의 IL- 8 생산
H. pylori 자극에 대한 IL-8 단백 생산의 시간 반
응과 용량 반응을 알아보기 위하여 자극 시간과 세
균 수를 변화시켜서 배양 상층액의 IL-8 단백을
ELISA법으로 측정하였다. 시간 반응을 조사하여 본
결과 세포주의 종류에 따라 IL-8 생산량에 약간의
차이는 있었으나 AGS와 KATO III 세포 모두 H.
pylori로 자극되었을 때 자극 시간에 비례하여 IL-8
단백을 생산하는 것을 확인할 수 있었다. 비록 적은
양의 IL-8 단백이 자극 초기에도 배양 상층액에서
측정되었으나 H. pylori로 자극하였을 때 위암세포
주의 IL-8 생산이 가장 활발한 시기는 자극 1시간
후부터 4시간 사이였다(Fig. 2).
한편, H. pylori 균 수 대 세포 수의 비에 따른 위
암세포주의 IL-8 생산 반응을 조사하였다. 세균 수
의 비를 증가시킴에 따른 상피세포의 IL-8 생산의
증가유형은 세포주에 따른 차이가 없이 균 수 대 세
포 수의 비율이 증가할수록 IL-8 단백의 생산이 증
가하였다(Fig. 3).
Fig. 1. IL-8 mRNA expression by AGS cell line induced by various
stimuli. Cellular RNA was extracted by guanidinium thiocyanate-phenol-
chloroform method. IL-8 mRNA was reverse transcribed and then ampli-
fied. The densitometric ratios of IL-8 transcripts to β-actin transcripts
upon control, TNFα, H. pylori and PMA were 0.7, 1.44, 2.99 and 1.18,
respectively. TNFα10 unit/ml, PMA 10 M.
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3. T NFα에 의한 위암세포주의 IL- 8 생산
IL-8 생산을 유도하는 TNFα로 자극한 후 상피세
포의 IL-8 단백 생산을 알아보았다. 세포주 중 KATO
III가 AGS에 비해 TNFα자극에 대해 상대적으로 보
다 많은 양의 IL-8 단백을 생산하였지만 증가하는 경
향은 세포주에 따른 차이가 없었다(Fig. 4).
4. H. py lori의 물리화학적 처리가 IL- 8 생산
에 미치는 영향
H. pylori의 물리화학적 상태가 위암세포주의
IL-8 생산에 미치는 영향을 알아보기 위하여 H.
pylori를 여러 가지 방법으로 물리화학적 처리를 한
뒤 위암세포주에 자극시켰다. 0.5% formaldehyde를
배양 상층액에 가하여 4℃에서 밤새 배양한 H.
pylori를 위암세포주에 자극시켰을 때 IL-8 생산이
약 95%정도 억제되었으며 100℃에서 10분간 자극
시키거나 또는 4℃에서 밤새 배양하고 난 뒤 세포주
에 자극시켰을 때에도 유의하게 IL-8 생산이 억제되
었다(Fig. 5).
또한 H. pylori와 세포 간의 직접적인 접촉이 IL-8
생산에 필요한지를 검사하기 위하여 0.4 μm pore 크
기의 cell culture insert를 이용하여 세균과 위암세포
주 간의 직접적인 접촉을 차단한 상태에서 2시간을
자극시켰을 때에도 13.8-28.0%의 IL-8 생산을 관찰
할 수 있어서 살아있는 H. pylori와 상피세포 간의
직접적인 접촉이 가장 효율적으로 IL-8 생산을 유발
한다는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5).
5. Protein kinas e 및 protein phosphat as e
억제제의 효과
1) H. py lori에 의한 위암세포주의 IL- 8 mRNA
발현
H. pylori 자극에 의한 위암세포주의 IL-8 mRNA
발현에 미치는 protein kinase 및 phosphatase 억제제
의 효과를 알아보기 위하여 40 nM의 herbimycin A,
250 μM의 genistein 또는 1 μM의 staurosporin로 세
포주를 전처치 15분 후 H. pylori로 자극시켜 발현하
는 IL-8 mRNA를 조사하였다. PKC 억제제인 stau-
rosporin 및 PTK 억제제인 herbimycin A 또는 genis
tein으로 전처치한 경우 세포주의 IL-8 mRNA 발현
이 현저히 억제되었다. IL-8 mRNA 띠농도를 β-
actin 띠의 농도에 대한 비로 비교하였을 때 stauro-
sporin이 0.11로 가장 강력한 억제 효과를 보였으며
herbimycin A와 genistein 역시 각각 0.38 및 1.02로
모두 유의하게 IL-8 mRNA 발현을 억제하였다(Fig.
6). KATO III의 경우에도 AGS와 유사하게 IL-8 mRNA
Fig. 2. Kinetics of H. pylori-induced IL-8 production by
AGS and KATO III cell lines stimulated with H. pylori.
IL-8 produced in the culture supernatant was measured by
ELISA.
Fig. 3. Effects of H. pylori to cell ratios on IL-8
production by AGS and KATO III cell lines. The number
on X-axis represents the H. pylori to epithelial cell ratio.
IL-8 from the culture supernatant was measured by
ELISA. The incubation time was two hours.
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발현이 억제되었다.
2) H. py lori에 의한 위암세포주의 IL- 8 생산
H. pylori를 가하기 15분 전 세포 배양액에 각각 1
mM의 cycloheximide, 40 nM herbimycin A, 250 μM
genistein, 1 μM staurosporin, 25 nm calyculin A, 10
μM H89를 전처치한 후 배양 상층액의 IL-8 단백을
측정하였다. Cycloheximide는 1 mM의 농도에서
95% 이상의 억제 효과를 보였다. PTK 억제제인
genistein과 herbimycin A는 농도에 비례해서 H.
pylori 자극에 의한 위암세포주의 IL-8 생산을 억제
하였다. PKC의 억제제인 staurosporin 역시 PTK 억
제제와 유사하게 농도에 비례해서 상피세포의 IL-8
생산을 억제하였다. 그러나 PKA 억제제인 H89와
protein phosphatase 억제제인 calyculin A 전처치는
H. pylori 자극에 의한 상피세포의 IL-8 생산에 의의
있는 억제 효과를 보이지 않았다. 이러한 억제 효과
는 AGS 및 KATO III 모두에서 동일하게 관찰되었
다(Fig. 7).
3) T NFα에 의한 위암세포주의 IL- 8 생산
TNFα에 의한 세포주의 IL-8 생산에 대한 protein
Fig. 4. Effects of TNFα on IL-8 production by AGS (A) and KATO III (B) cell lines. IL-8 produced in the
culture supernatant of epithelial cells was measured by ELISA. The incubation time was two hours.
Fig. 5. Effects of various physical and chemical treatments of H. pylori on
H. pylori-induced IL-8 production. Values represent percent production of
IL-8 compared to non-treated H. pylori. The incubation time was three
hours. Values represent the mean of paired samples among triplicate ex-
periments.
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kinase 및 protein phosphatase 억제제의 전처치 효과
는 H. pylori의 경우와 유사한 양상을 보였다. 즉,
PKC 억제제인 staurosporin과 PTK 억제제인 herbi-
mycin A와 genistein은 유의하게 위암세포주의 IL-8
단백 생산을 억제하였으며 protein phosphatase 억제
제인 calyculin A나 PKA 억제제인 H89는 위암세포
주의 IL-8 단백 생산에 영향을 주지 않았다(Fig. 8).
따라서 H. pylori 자극에 의한 위암세포주의 IL-8 생
산은 TNFα와 유사하게 주로 PKC 억제제와 PTK
억제제에 의해 영향 받는다는 것을 관찰할 수 있었
Fig. 6. Effects of signal inhibitors on H. pylori-induced IL-8 mRNA
expression of AGS cell line. The incubation time was one hour. Herbi-
mycin A (40 nM), genistein (250 μM) and staurosporin (1 μM) were
added 15 minutes before the stimulation with H. pylori. The densitometric
ratios of IL-8 transcripts to β-actin transcripts with control, herbimycin A,
genistein, staurosporin were 2.99, 0.38, 1.02 and 0.11 respectively.
Fig. 7. Percent inhibition by H. pylori-induced IL-8 production by AGS
and KATO III cell lines pretreated with various inhibitors of signal
pathway. IL-8 was measured from the culture supernatant 2 hours after the
stimulation.
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다(Fig. 7, 8).
6. 항 T NFα 항체 전처치가 IL- 8 생산에
미치는 영향
H. pylori 자극 시 세포주가 생산하는 사이토카인
중의 하나인 TNFα가 다시 세포주의 IL-8 생산을 유
도하였을 가능성을 확인하기 위하여 항 TNFα항체
를 각각 AGS 및 KATO III 세포주 배양액에 전처치
하고 나서 15분 후 H. pylori (bacteria/cell=500:1) 또
는 10 units/ml의 TNFα로 자극하여 세포주의 IL-8
생산을 비교하였다. 위암세포주에 따라서 IL-8 생산
반응의 정도 차이는 있었으나 일반적으로 항 TNF
α항체는 용량에 비례해서 TNFα에 의한 위암세포
주의 IL-8 생산을 유의하게 억제하였으나 H. pylori
에 의한 위암세포주의 IL-8 생산에는 유의한 억제
효과를 보이지 않았다(Fig. 9).
Fig. 8. Percent inhibition of TNF-induced IL-8 production by AGS and KATO
III cell lines pretreated with various inhibitors of signal pathway. IL-8 was
measured from the culture supernatant 2 hours after the stimulation. H.
pylori:cell=500:1.
Fig. 9. Effects of anti-TNF antibody on IL-8 production. Culture media was
pretreated with various doses of anti-TNF antibody 15 minutes before the
stimulation with H. pylori or TNFα 10 unit/ml. IL-8 was measured two hours
after the stimulation.
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고 찰
H. pylori는 만성 B형 위염 및 위·십이지장궤양
의 일차적 발병 원인이며 최근에는 위암, 위림프종
과의 연관성으로 주목받고 있다.20 H. pylori에 의한
위염 및 소화성 궤양의 병인기전은 잘 알려져 있지
않으며 세균이 직접 독성 물질을 분비하여 위점막의
점액을 변성시키고 상피세포의 손상을 일으킨다는
주장2,3과 H. pylori가 염증세포들의 주성 물질의 생
산을 유도하여 점막 손상에 관여한다는 주장 등4,5이
가설로 제시되고 있다.
H. pylori 감염은 조직학적으로 호중구 및 단핵구
의 침윤을 특징으로 하고 있으며 이런 염증세포의
침윤이 점막 조직의 손상과 궤양 형성에 중요한 인
자로 작용하리라 생각되고 있다.6,21 한편, H. pylori
에 감염된 생체 위점막 조직에서 TNFα, IL-1, IL-6,
IL-8 등 몇 가지 사이토카인의 생산이 관찰되었으며
H. pylori 감염이 없는 생체 위점막 조직에 비해 유
의하게 사이토카인의 생산이 증가한다는 것이 보고
되었다.22 실험실에서도 H. pylori로 자극시킨 위암세
포주는 IL-8뿐만 아니라 IL-1, IL-6 및 TNFα등 여
러 다른 사이토카인의 생산을 유도할 수 있으며 이
의 기전에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있다.8-11
H. pylori의 병독인자에 대해서는 그동안 많은 연
구가 진행되어 왔다. 공포화 독소(vacuolating cytoto-
xin; VacA), cytotoxin associated gene A (cagA), picA,
picB, 요소분해효소(urease), adhesin, flagella, heat
shock protein, alcohol dehydrogenase 등이 거론되어
온 대표적 인자들이지만 아직 확실한 독성인자는 밝
혀지지 않고 있다.5 한편, cagA 양성 H. pylori가 음
성균주에 비해 시험관 내에서 상피세포의 IL-8 생산
을 더 많이 유도함이 보고되었으며,23 생체 위점막에
서도 cagA 양성 균주에 감염되었을 때 cagA 음성
균주에 비해 IL-8을 비롯한 사이토카인의 생산이 더
증가하며 이는 염증세포의 침윤과 유의한 상관관계
가 있다고 보고되었다.22
H. pylori가 상피세포 세포질 내에서도 발견되어
일부에서는 세포 내로의 침입이 관찰되었다는 보고
24,25도 있지만 일반적으로 H. pylori는 비침습성으로
세포 외 생존 세균이다. 비침습적인 H. pylori의 어
떤 요소가 상피세포로 하여금 IL-8을 위시한 여러
종류의 사이토카인을 생산하게 하는지에 대해서는
아직 밝혀지지 않았다. H. pylori가 위 상피세포에
부착하는 과정을 전자현미경 및 면역형광법으로 관
찰한 소견에 의하면 상피세포의 미소융모
(microvilli)가 소실되며 세포골격근계(cytoskeletal
system)의 재배열이 발생하며 세균과 상피세포 접합
부위의 세포막이 변하여 부착판(adhesion pedestal)
을 형성하는 등 세 가지 변화가 발생한다고 한
다.26,27 상피세포의 이러한 변화는 일반적으로
Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC)에 대한 상
피세포의 반응28과 유사한 양상을 보인다. 그러나 연
구자에 따라서는 actin의 재배열이나 부착판 등의
현상을 관찰할 수 없었다는 상반된 내용과 함께
inositol triphosphate가 H. pylori의 신호 전달 반응에
관계하여 EPCE와는 다른 양상을 보인다는 보고14도
있어 아직 확실히 규명되지 못한 실정이다.
H. pylori에 의한 상피세포의 IL-8 생산은 위암세
포주 및 H. pylori의 종류에 따라 다른 반응을 보이
지만 일반적으로 세균 수 및 자극 시간에 비례하여
증가하는 것으로 보고되고 있다.8,10 본 연구에서도
H. pylori를 상피세포에 자극시켜서 시간에 따른
IL-8 생산의 변화를 ELISA법으로 측정하여 본 결과
H. pylori로 자극하지 않은 위암세포주도 소량의
IL-8 단백을 생산하는 현상을 관찰하였으며 H. pylori
로 자극시키면 시간과 세균 수에 비례하여 IL-8의
생산이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. IL-8 단백
의 ELISA 측정뿐 아니라 IL-8 mRNA 역시 H. pylori
로 자극시키지 않은 경우에도 소량의 기저 발현
(constitutive expression)을 볼 수 있었으나 IL-8 생산
촉진 물질인 TNFα 또는 PMA로 자극시킨 경우에
뚜렷하게 상피세포의 IL-8 mRNA 발현이 증가하였
으며 H. pylori로 자극을 가한 경우에도 IL-8 mRNA
의 발현이 유의하게 증가함을 관찰하였다.
세포주에 따라서 IL-8의 생산능에는 약간의 차이
가 관찰 되었다. KATO III는 H. pylori의 자극에 대
해서는 AGS와 유사한 정도의 IL-8을 생산하였으나
TNFα에 대한 자극에서는 AGS에 비해 많은 양의
IL-8을 생산하였다. 그러나 TNFα나 H. pylori의 자
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극에 대한 상피세포의 IL-8 단백 생산은 세포주에
따라서 양적인 차이는 있으나 전체적인 증가 양상
은 동일하였다.
살아있는 H. pylori뿐 아니라 H. pylori로부터 추
출된 LPS, 수용성 표면단백 추출물(water extractable
surface protein), urease 등으로 위암세포주를 자극시
켰을 때 상피세포의 IL-1, TNFα 및 IL-8 등의 사이
토카인의 생산에 대해서는 아직 상반된 결과가 보고
되고있다.9,14 본 연구에서는 H. pylori를 물리적으로
또는 화학적으로 처리를 하고 나서 상피세포의 IL-8
생산을 유도하는 능력을 비교하여 보았다. 세균을
100℃의 고열로 처리하였을 때나 0.5%의 formal-
dehyde로 처리한 뒤 세포주에 자극시켰을 때 상피세
포의 IL-8 생산이 현저히 감소한다는 사실은 살아있
는 세균이나 세균의 단백 성분이 IL-8 생산의 유도
에 필요함을 시사한다. 또한 4℃ 저온에서 밤새 배
양한 경우 살아있는 세균에 비해 세포주에서 IL-8
생산을 유도하는 능력이 저하되는 것으로 미루어 활
발한 세포의 대사가 필요하거나 IL-8 생산을 유도하
는 H. pylori 세균의 구성 성분이 온도에 약하다는
것을 생각해 볼 수 있다. 한편, H. pylori의 자극으로
세포주에서 생산 분비된 다른 물질이 다시 상피세포
를 자극함으로써 IL-8 생산을 유발할 수 있다는 가
정하에 0.4 m pore 크기의 cell culture insert를 이용
하여 세균과 위암세포주 간의 직접적인 접촉을 차단
시킨 뒤 자극시켜 본 결과 IL-8 생산이 의의 있게 억
제되는 것을 관찰할 수 있었다. 이상의 결과로 미루
어 살아있는 H. pylori와 위암세포주 간의 직접적인
접촉이 H. pylori에 의한 위점막의 IL-8 생산에 중요
한 역할을 한다는 사실을 확인할 수 있었다.
H. pylori 감염 시 상피세포로부터 생산된 IL-8에
의해 호중구와 단핵구가 모여지며 이상의 염증세포
에서 분비된 protease나 elastase 또는 활성산소 라디
칼 등18에 의해 조직 손상이 유발된다. 그러나 IL-8
생산을 유도하는 기존의 신호 전달 체계에 관한 연
구는 대부분 단핵 거식세포에서 이루어졌으며 위장
상피세포에서 IL-8 생산을 유도하는 신호 전달 체계
에 대한 연구는 적다.27 비침습적인 H. pylori가 위장
내의 상피 표면에 존재하면서 위십이지장 점막의 염
증반응을 유도하는지에 대한 병태생리적 연구에서
상피세포에 의한 IL-8 생산이 중요한 역할을 할 것
이며 따라서 상피세포의 모델을 이용한 IL-8 생산의
신호 전달 체계에 대한 연구가 필요하다. 그러나 세
포의 종류와 자극의 종류에 따라 IL-8 생산의 신호
전달 체계에 대해서는 다양한 연구 결과가 보고되
고 있다. 각질세포의 IL-8 생산에는 주로 protein
kinase C가 관여한다는 보고가 있었으며,29 인체 대
장암세포주를 이용한 연구에서는 IL-1나 TNFα자
극에 의한 IL-8의 생산이 tyrosine의 인산화에 영향
받음을 보고하기도 하였다.30
한편 H. pylori가 위암세포주에 접촉하면 숙주상
피세포의 단백 중 145 kDa과 105 kDa 단백의 tyro
sine 인산화가 일어난다는 보고27가 있었다. 이 연구
에서 tyrosine 인산화와 IL-8 사이토카인의 생산을
같이 측정한 결과 tyrosin 인산화는 IL-8 생산에 영
향을 주는 것이 증명되었으며 여러 인산화 효소의
억제제를 이용하여 억제 효과를 살펴본 결과 억제제
중의 하나인 genistein은 145 kDa 단백의 tyrosine 인
산화와 IL-8 생산 모두를 공히 억제할 수 있었으나
staurosporin은 tyrosine 인산화를 억제할 수 없었다
고 하였다. 따라서 상피세포 단백 tyrosine의 인산화
가 신호 전달 체계에서 어떤 역할을 하는지는 아직
모르지만 위점막 염증 반응에 중요한 역할을 하는
사이토카인인 IL-8 생산에 관계하리라 추정할 수 있
으며 이러한 IL-8 생산에 관여하는 세포 내 또는 수
용체에서의 신호 전달 체계에 대한 이해는 H. pylori
감염의 위점막 염증 반응에서 중요한 역할을 하는
IL-8 생산의 조절이라는 면에서 치료적 접근의 가능
성을 제시한다고 할 수 있다.
연구자는 위암세포주에서 H. pylori에 의한 IL-8
생산의 조절기전에 관여하는 개략적인 경로를 알아
보기 위하여 여러 가지 protein kinase 및 protein
phosphatase의 억제제로 전처치한 뒤 상피세포의 IL-8
생산에 미치는 영향을 조사하였다. Genistein은 PTK,
PKA, PKC에 대한 광범위한 억제제이다. 일반적으
로 staurosporin에 비해 PTK 억제 효과가 크며 serine/
threonine kinase의 억제 효과를 가지고 있다고 알려
져 있다.31 본 연구에서 250 μM의 genistein으로 전
처치하였을 때 KATO III와 AGS 모두에서 유의한
IL-8 생산 억제 효과를 관찰하였다. Herbimycin A은
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genistein과 마찬가지로 주로 PTK 억제제이지만 src-
tyrosine kinases도 억제하는 효과를 가지며 PKC나
PKA에는 영향을 미치지 않는다.32 본 연구에서 40
nM herbimycin A로 전처치 후 위암세포주를 각각
H. pylori로 자극하였을 때 상피세포의 IL-8 생산이
genistein의 경우와 유사하게 억제되어 두 가지 PTK
억제제 모두에서 의의 있는 IL-8 생산 억제 효과를
확인하였다. 한편 staurosporin은 비특이적인 광범위
인산화효소억제제로서 Ca2+/calmodulin kinase, myosin
light chain kinase, PKA, PKC, protein kinase G
(PKG)의 억제제로 매우 강력한 PTK 억제 효과를
가진다.33 본 연구에서 staurosporin은 25 nM의 적은
농도에서는 유의한 억제 효과를 보이지 않았으나 1
μM의 농도에서는 70-90%의 IL-8 생산 억제 효과를
보였다. 그러나 선택적인 PKA 억제제인 H89와 pro-
tein phosphatase 억제제인 calyculin A는 농도를 증
가하여도 H. pylori에 대한 위암세포주의 IL-8 생산
에 의의 있는 영향을 미치지 않았다(결과 미발표).
한편 TNF에 대한 위암세포주의 IL-8 생산에 있어
서 protein kinase와 protein phosphatase 억제제의 영
향을 H. pylori와 같은 방법으로 조사하여 보았다.
H. pylori에 의한 자극반응과 유사하게 PTK 억제제
에 의해 가장 높은 IL-8 생산의 억제 효과가 나타났
으며 PKC 억제제 역시 유의한 효과를 보였다. 그러
나 PKA 및 protein phosphatase 억제제는 위암세포
주의 IL-8 생산에 의의 있는 영향을 주지 못하였다.
따라서 TNF에 대한 위암세포주의 IL-8 생산은 H.
pylori와 유사하게 PTK 및 PKC 억제제에 의해 유의
하게 억제됨을 관찰할 수 있었다.
현재의 H. pylori에 의한 상피세포의 IL-8 생산에
관한 신호 전달 연구는 아직 활발히 이루어지지 않
은 실정으로 상피세포의 신호 전달 체계에 대한 연
구는 주로 PTK와 PKC를 대상으로 시행되어 보고되
었다.27,29,30 본 연구에서는 protein phosphatase, PKA,
PKC, PTK의 억제제까지 다양하게 사용하여 IL-8
생산을 측정함으로써 신호 전달 체계에 관여하는 대
표적인 인산화효소를 규명할 수 있었다. 또한 실험
실에서 확립된 위암세포주를 사용하기에 실제의 위
상피세포와 다른 세포 신호 전달 체계를 보일 수 있
는 점에서 다른 두 가지의 대표적인 위암세포주를
이용하였으며 동일한 조건에서 반복 실험을 시행한
결과 모두에서 유사한 결과를 얻을 수 있었다. 이는
비록 위암세포주이지만 위 상피세포의 보편적인 신
호 전달 체계를 어느 정도 대변하였다고 생각한다.
또한 이미 IL-8 생산의 세포 내 신호 전달 체계가
많이 규명되어 있는 TNF에 의한 IL-8 생산과 비교
하였으며 향후 이미 규명된 TNF의 신호 전달 체계
와 비교연구를 시행할 수 있다는 점에서 다양하고
복잡한 신호 전달 체계를 이해하고 차단하는 연구
에 도움받을 수 있다.
H. pylori에 감염된 상피세포는 IL-8뿐만 아니라
IL-1, IL-6 및 TNF 등 여러 다른 사이토카인의 생산
을 유도할 수 있다. 따라서 H. pylori 자극에 대해 상
피세포가 생산한 TNF가 다시 상피세포를 자극하여
IL-8 생산을 유도하는 autocrine 또는 paracrine 경로
도 IL-8 생산을 유도할 수 있는 가능한 기전 중의 하
나일 수 있다.9,11 연구자도 H. pylori에 감염된 상피
세포가 IL-8 외에 TNF를 생산함을 단백 및 RT-PCR
수준에서 확인하였으며(미발표 결과). 본 연구에서
항 TNF 항체를 이용하여 TNF의 작용을 봉쇄한 상
태에서 H. pylori를 위암세포주에 자극시켜 보았다.
항 TNF 항체는 투여 농도에 비례해서 TNF 자극에
따른 위암세포주의 IL-8 생산을 유효하게 억제하였
다. 그러나 H. pylori 투여에 따른 상피세포의 IL-8
생산에는 항 TNF 항체의 전처치가 별다른 영향을
주지 못함을 알 수 있었다. 이러한 결과로 미루어 H.
pylori에 의한 위암세포주의 IL-8 생산은 TNF의 생
산을 경유하지 않는다고 생각하였다.
요 약
목적: H. pylori에 의한 위염 및 소화성 궤양의 병
인기전은 잘 알려져 있지 않다. 본 연구는 H. pylori
로 위암세포주를 자극하였을 때 interleukine-8의 생
산 유도 및 조절에 관계하는 세포 내 신호 전달 체계
를 이해하고자 하였다. 대상 및 방법: 위암세포주로
는 AGS와 KATO III를 이용하였으며 H. pylori 균주
는 ATCC 43504를 이용하였다. H. pylori를 가열처
리, 저온 처리, 포르말린 처리, 여과막 처리 등 여러
가지 물리적 또는 화학적인 방법으로 처리한 뒤 자
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극시켜서 IL-8을 ELISA 및 RT-PCR법으로 측정하
였다. 세포 내 신호 전달 경로에 관여하는 대표적
인산화 효소인 protein tyrosine kinase (PTK), protein
kinase C (PKC), protein kinase A (PKA)와 protein
phosphatase에 대한 억제제로 cycloheximide, herbi-
mycin A, genistein, staurosporin, calyculin A 및 H89
를 이용하여 H. pylori에 의한 위암세포주의 IL-8의
생산에 미치는 효과를 조사하였다. 결과: H. pylori
는 시간 및 세균 수에 비례하여 세포주의 IL-8 생산
을 유도하였다. H. pylori를 가열 처리, 저온 처리,
포르말린 처리, 여과막 차단 방법 등으로 처리하였
을 때 위암세포주의 IL-8 생산이 현저히 감소하였
다. H. pylori에 대한 위암세포주의 IL-8 생산은
PTK 및 PKC 억제제에 의해 억제되었으며 PKA 및
protein phosphatase 억제제는 유의한 억제 효과를
보이지 않았다. 한편 TNF에 의한 IL-8 생산도 H.
pylori와 유사하게 PTK 및 PKC 억제제에 의해 감소
되었으며 PKA 및 protein phosphatase 억제제에 의
해서는 의의 있는 변화가 없었다. H. pylori 자극전
항 TNFα항체로 전처치 한 뒤 H. pylori로 자극시킨
결과 위암세포주의 IL-8 생산에 유의한 억제 효과를
관찰할 수 없었다. 결론: 살아있는 H. pylori의 직접
적인 접촉이 위암세포주의 IL-8 생산에 가장 유효함
을 알았으며 H. pylori에 의한 위암세포주의 IL-8 생
산에는 TNFα에 의한 IL-8 생산과 유사하게 PTK와
PKC가 관여하지만 상피세포의 TNFα생산을 경유
하지 않음을 알 수있었다.
색인단어: Helicobacter pylori, Interleukin-8, 신호
전달 경로, protein kinase
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